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@ Verfahren zur Herstellung von dendritischen Zellen mit niedermolekularen Fragmenten der Hyaluronsaure 

@) Offenbart wird ein Verfahren zur Anreicherung von 
dendritischen Zellen, das folgende Schritte umfafit: 

a) BUS Blut werden mononuclears Zellen gewonnen, 

b) Zeltsn, die den Oberflachenmarker CD14 aufweisen, 
werden angareichert 

c) die den Oberflachenmarker CD14 aufwetsenden Zellen 
werden in einem Medium kultiviert, das die Zytokine GWI- 
CSF und IL-4 beinhaltet, und 

d) die in Schritt c) erhaltenen Zellen werden mit Hyaluron- 
saurefragmenten kultiviert, um die Irreversible Ausrei- 
fung der Zellen zu dendritischen Zellen zu veranlassen. 
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Beschreibimg 

Die Bcreitstellung von dendritischen Zellen (DZ) eriangt bei der ITierapie von verschiedenen Erkrankungen cine im- 
mer grttBer werdende Bedeutung. Mit Hilfe derdeadritischen Zellen ist es moglich, hochaktive Immunniodulatoren be- 
5 reitzustellen, die mit verschiedenen Antigenen, iosbesondere TVimorantigenen. Viruspeptiden oder allergen wirkenden 
Verbindungen beladen werden kSnnen. Diese Zellen werden dann in der adoptiven Immuntherapie bei Patienten mit Tb- 
moren, Viruserkrankungen oder Allergien eingesetzL Es besLeht daher in der adoptiven Immuntherapie ein erheblicher 
Bedarf an dendritischen Zellen, wobei diese dendritischen Zellen vorzugsweise tiber standardisierte, reproduzierbare und 
kostengtinstige Verfahren bereitgestelU werden soUen. Diese Verfahren mtissen unler GMP-/GLP-Bedingiingen durch- 
10 gefUhrt werden k^nnen. 

Aus dem Stand der Technik sind verschiedene Verfahren zur Erzeugung von dendritischen Zellen aus Stammzellen be- 
kannt (beispielsweisc DE 44 12 794 Al). 

Aus dem Xnochenmaik oder dem peripheren Blut von mit Granulozyten-Kolonie-stimulierendem Faktor (G-CSF) be- 
handcllen Gheinothcrapie-Patienicn konncn hamatopoetische Stainmzellen isoliert werden, die den Oberfl&:henmatker 
15 CD34 aufweisen. Diese Stammzellen werden imter Zugabe verschiedener Zytokine kultivieit und die dendritischen Zel- 
len werden nach einer veihaltnismaBig langen Kultivierungszeit erhalten. 

Bei einem anderen Verfahren werden Monozyien aus peripherem Blut isoliert, die mit GM-CSF und ILr4 kuitiviert 
werden. Zur voUstandigen Ausreifung der Zellen zu dendritischen Zellea miissen am Ende der Dififerenzierungsphase 
weilere Zytokine zugesetzt werden. 
20 Die aus dera Stand der Technik bekannten Verfahren weisen verschiedene Nachteile auf. Die veriiaitnismaBig lange 
Kultivieningsdauer ist fiir den Einsatz in der Klinik nicht geeignet Dartiber hinaus k6nnen die hohen Kosten der Zyto- 
kine und die Ghargenabh^gigkeit der eingesetzten Zytokine nachteilig sein. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist daher ein Verfahren zur Anreicherung von ausgereiften dendritischen Zel- 
len, das folgende Schritte umfaBt: 

25 

a) aus Blut werden mononukle^ Zellen gewonnen, 

b) Zellen, die den Oberfl^henmarker CD14 aufweisen, werden angereichert, 

c) die den Oberflgchenmarker CD 14 aufweisenden Zellen werden in einem Medium kuitiviert, das die Zytokine 
GM-CSF und IL-4 beinhaltet, und 

30 d) die in Schritt c) erbaltenen Zellen werden mit Hyaluronsaurefragmenten kuitiviert, um die Ausreifung der Zellen 

zu dendritischen Zellen zu veranlassen. 

MononukleSre Zellen kCnnen aus Blue mit Hilfe ein^ Dichtegradienten gewomien werden, wobei in bevorzugter Aus- 
fuhmngsform ein Leukozytenkonzentrat uber einen FicoU-Dichtegradienten aufgetrennt wird. 

35 In dem zweiten Verfahrensschritt werden die den Oberflachenmarker CD 14 aufweisenden Zellen angereichert, bevor- 
zugt mit inife von wenigstens einem gegen den OberflachenmaikerCDK gerichteten Antikoiper. Zum Einsatz konmien 
kcJnnen hier die Magnet-aktivierte Zell-Sortierung (MACS) oder die Fluoreszenz-aktivierte Zell-Sortierung (FACS). 
Bine einfachere, jedoch nicht so ef&ziente Methode stellt die Anreicherung Uber Ftastikadhasion dar 

AnschlieBend werden die den Oberflachenmarker CD 14 aufweisenden Zellen in einem Medium kuitiviert, das GM- 

40 CSF in einer Konzentradon von 5000 bis 10000 U/ml und IL-4 in einer Konzentration von 100 bis 1000 U/ml aufweisL 
GegebenenfaUs kdimen noch weitere geeignete Zytokine zugesetzt werden. 

SchliefiUch werden die in dem Kultivierungsschritt erbaltenen ZeUen mit Hyaluronsaurefragmenten kuitiviert, wobei 
diese Fragmente 1 bis 50 Grundbausteine der Hyaluronsaure aufweisen. Ein Grundbaustein stellt ein Aminodisaccharid 
aus D-GlucuronsSure und N-Acetyl-D-glucosamin in 61-3-glycosidischer Bindung dan Bevorzugt eingesetzt werden 

45 Hyaluronsaurefragmente mit jeweLls 1 bis 10 Grundbausteinen. 

Die Kultivierung der den Oberflachenmarker CD 14 aufweisenden Zellen erfolgt in einem Medium, das GM-CSF und 
IL-4 enth^t, bevorzugt ftlr eine Dauer von wenigstens 72 h bis 7 T^gen. Hieran schlieBt sich die Kultivierung in Schritt 
d) fUr wenigstens 48 Stunden mit Hyalurons&ire&agmenten an. EWe Hyaluronsaurefir^mentc liegen bevorzugt in einer 
Konzentration von 1 bis 50 pg/ral und besonders bevorzugt in einer Konzentradon von 10 bis 30 jjg/ml vor. 

so Die voriiegende Erfindung betrifft also die Verwendung von niedermolekularen Hyaluronsaurefragmenten ftir die 
Ausreifung von dendritischen Zellen. 

Durch das erfindungsgem^e Verfahren kdnnen dendritische Zellen hergestelll bzw. angereichert werden. Die dendri- 
tisch en Zellen sind^Aj^ Initiation derprimaren Immunantwort spezialisiert sind. In 

den verschiedenen Stadien ihrer Entwicklung aberTiehmerTsie unterschiedlichT Funkddnefrin^demTinreifen^Zustaiid 

55 sind die dendritischen Zellen sehr efiekdv beim Frozessieren von nativen Protein-Antigenen fUr den MHC Klasse H- 
Weg. Reife dendritische Zellen sind dagegen weniger fiir die Aufhahme von neuen Proteinen fUr die Pr^entation geeig- 
net, stimulieren aber dafUr viel besser die ruhenden CD4* und CD8* T-Zellen hinsichtlich des Wachstums und der Dif- 
ferenzierung. 

In vivo lauft die Reifung der dendritischen Zellen dann ab, wenn die unreifrai dendritischen Zellen von den Stellen der 
60 Antigen aufhahme zu den T-2eU-Bereichen der lymphoiden Oigane wandem. In vitro kann die Reifung in Kulturen von 
frisch isolierten dendritischen Zellen beobachtet werden. Die Reifung der dendritischen Zellen schldgt sich auch in An- 
derungen der Morpholpgie und des Phanotyps nieder. Die Charakterisierung und Differenzierung der dendritischen Zel- 
len erfolgt (Iblicherweise Uber den Nachweis verschiedener Oberfiachenmarkei; 

Aufgrund der nattirlichen Funktionen sind die dendritischen Zellen besonders geeignet, als nattlrliches Adjuvans bei 
65 der Impfiing und Immuntherapie, insbesondere bei der l\imorthcrapie, eingesetzt zu werden. Dabci ist es fiir den angc- 
strebten therapeutischen Einsatz entscheidend, ausgereifte DZ's zu verwenden, die sich nach Reinfusion in den Patienten 
nicht wieder zu Makrophageo-abnlichen Vorstadien zuruckdiSercnzieren konnen. 

Man geht nach derzeitigem "W^sensstand davon aus, dafi die dendritischen Zellen im unreifen Zustand das Antigen 
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(beispielsweise ein Tiimorantigen) aufnehmen und anschlieBend das Antigen prozessieren. Dabei reifen die dendriti- 
schen ZelLen und wandem zu den T-Zell-reichen Bereichen der sekundaren lymphoiden Organe. Reife dendritische 2jel- 
len expriniieren in hohem MaQe MHC, co-stimulietende Molekule und AdhSsionsmolekUle auf ihrer Oberflache, wo- 
duich cine Interaktion zwischcn deo dendritischen Zellen und den T-Zellen ermdglicht wird (T-cell clustering). Co-sti- 
muiatorische Signale werden iiber B7-CD28 und CI>40-CD40-Iiganden-Interakdonen Qbertragen und durch die Pro- 5 
duktion von Zytokinen, wie IFN-a, IFN-7 und IL-12» die bekannterweise die zellular vermittelte Immunitat fOrdem, ver- 
starkt 

Nach deizeitigem Wissensstand scheint es wesenllich zu sein, daB fUr die Induktion von primarer T-Zellantwort spe- 
zialisierte Antigen prasenderende Zellen vorhanden sind, da die Prasentation von Antigenen an T-Zellen in Abwesenheit 
eines zweiten Signals (Co-Stimulation) entweder das Abslerben der T-Zellen oder eine Andgen-spezifische Toleranz be- 10 
wirken kann. 

Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verf ahrens sind daher insbesondere darin zu sehen, dafi die dendritischen Zellen 
relativ einfach bereitgestellt werden kOnnen. AuBerdem mtlssen nur verhaitnismaBig geringe Konzentradonen an kost- 
spieligen Zytokinen eingesetzt werden. Das erfindunsgemaBe Wrfahren ermogl^^ 
-tion, die ganz-Uberwiegend aus deridfitischerT Zellen besteht und, die sich in einem verhaltnismaBig einheitlichen (syn- 15 
chronen) Reifungszustand befinden. Wenn die dendritischen Zellen fUr die Presentation von Antigenen eingesetzt war- 
den sollen, k6nnen die geeigneten Antigene zu einem geeigneten Zeitpunkt zu den dendritischen ZeUen zugegeben wer- 
den und die Antigene kdnnen dann vcki den dendritischen Zellen im Laufe des Reifungsprozesses prozessiert werden. 
Die Antigene kOnnen entweder als Proceine, in Fonn von abget&teten Zellen oder Zellpraparationen oder auch in Form 
von gentechnologisch modifiziertea Zellen zugegeben werden. Wenn sich die dendritischen 2^en in dem gewiinscbten 20 
Zustand befinden, kdnnen sie fUr die Therapie vcrwendet werden. 

Das er&ndungsgemaBe Verfahreo ist fur die Bereitstellung von autologcn dendritischen Zellen geeignet. Der Begriff 
"autolog" bedeutet, daB die Ausgangszellen einem Spender (Patienten) entnommra werden. Diese Zellen werden dann in 
vitro ertindungsgemaB behandelt, um dendritische ZcUen zu gewinnen. Die angereicherten dendritischen Zellen werden 
dann gegebenenfalls nach Kontakt mit dem Antigen demselben Spender, von dem sie ursprtinglich hecstammen, zuriick- 25 
gegeben. 

Altemativ hiCTZu kann das Verfahren auch fiir die Bereitstellung von "allogenen" dendritischen Zellen verwendet wer- 
den. Hierbex werden die ZeUen von einem Spender od^ auch aus Blutkonserven, die von Blutspendediensten erhalten 
werden konnen, hergestellt und dann an andere Emp^ger zurUckgegeben. Hierdurch k5nnen standaidislerte dendriti- 
sche Zellen bereitgestellt werden, die beispielsweise optimal mit dnem Himcxantigea beladen sind. Insbesondere bei vi- 30 
ralen Infektionen (HIV) kann so die zelluiaie ImmunitSt efFektiv gesteigert werden, 

HrtindungsgemaB werden zur Ausreifung der dendritischen Zellen Fragmente von Hyaluronsauie (HA) eingesetzt. 
Die HyaluronsMure ist ein makromolekulares Polysaccharid, das als kfirpereigene Substanz vor allem in der Dermis zur 
Wasserspeicherung diem. Hyaluronsaure wird vor allem von Keralinozyten in den basalen Schichten der Oberhaut (Epi- 
dermis) sowie von Fibroblasten des Unterhaut-Bindegewebes produziert Hyaluronsaure findet sich auch im GlaskGrper 35 
von Augen, der SynovialflQssigkeit der Gelenke und ist ein Bestandteil des Bindegewebes. Bei niedrigen Konzenlratio- 
nen bildet Hyaluronsaure eine tK>chviskose waBrige L&sung. Die Hyaluronsaure ist eine hochmolekulare \%rbindung mit 
einem Molekulargewicht zwischen 50(X)0 Dalton und mehreren MiUionen Dalton. Der GruiKlbaustein der Hyaluronsaure 
ist ein Aminodisaccharid, das aus D-GIucuronsaure und N- Acetyl- D-Glucosamin in 6 1-3-glycosidischer Bindung be- 
stehL Dieser Grundbaustein ist mit der nachsten Einhett Bl-4-glycosidisch verbunden. Diese unverzweigte Kette der 40 
Hyaluronsaure besteht aus etwa 2000 bis 10(XX) derartiger Grundeinheiten. Durch Hyaluronidasen werden p-glucosidi- 
sche Bindungen hydroUsiert und die Hyaluronsaure wind so zu kleinenen BruchstUcken abgebaut. ErfindungsgemaB wer- 
den bevorzugt die Hyaluronidase aus Bullenhoden oder die aus Streptococcus hyaluronicus isolierte Hyaluronidase ver- 
wendet Die erfindungsgemaB eingesetzten Hyaluronsaurefragmente werden bevorzugt zuniichst mechanisch durch 
Scherkraft und/oder Ultraschall zerideineit und anschlieBend erfolgt ein weiterer Abbau des Polysaccharids mit Hilfe ei- 45 
ner geeigneten Hyaluronidase. Die gewUnschten Fragmente mit bevorzugt 1 bis 50 Grundeinheiten werden anschlieBend 
durch geeignete TVennverfahren isoliert. 

Die vorliegende Erfindung wird anhand der nachfolgend beschriebenen Beispiele weiter eriautert Bei der DurchfQh- 
rung der Beispiele wurde besonders auf \ferunreinig\mgen der Reagenzien mit Lipopolysacchariden (LPS) geachtet. Li- 
popolysaccharide sind Bestandteile aus der Zellwand Grammnegativer Bakterien. Schon kleinste \^runreinigungen mit 50 
Lipopolysacchariden reichen aus, um M<Miozyten bzw. CD14'''-StammzeUen des peripheren Blutes irreversibel zu akti- 
vieren. Daher wuidc bei den erfindungsgemaB durchgefUhrten Versuchen darauf geachtet, einen Schwellenwert von 

0,01 ng/ml Lipopolysaccharid zu unterschreitcn, der erfahrungsgemaQ keinen Ei nfluB auf Monozyjen, j^l4;!LStammt 

zellen oder dendritischeZf^enhat 



Beispiel 1; Zellisolation 

a) Gewinnung von mononuklearen Zellen (PBMC) 

Bin Leukosytenkonzentrat (Buffy coat) von einem gesunden, humanen Spender wurde Uber einem Dichtegradien- 
teo mit Ficoll-Hyperpaque plus (Pharmacia, Uppsala, Schweden) durch Zentrifugation aufgetreimt. Die mononu- 
klearen Zellen (PBMC) lagem sich dabei in der Interphase des Gradienten ab, rote Blutkflrperchen (Erythrozyten) 
sowie neutrophile Granulozyten befinden sich unter dem Gradienten und wurden verworfen. Ficoll-Hyperpaque 
plus ist ein Gemisch von makromolaren Zuckcra zellulSrer Herkunft, ist aber vom Hersteller auf den LJ^-Gehalt 
getestet (Endotoxin-Gehalt > 0,001 ng/ml). Dieser Wert konnte in eigenen Tests bestatigt werden. 

b) Markierung der CrD14-positiven ZeUen 

Zur weiteren Aufreinigung der Monozyten wurden die PBMC fiir 45 min. mit anti-CD 14-mAK inkubiert Darauf- 
hin wurde mit PBS gewaschen und das Zellpellet in 2 ml MACS-Puffex resuspendiert. MACS® (Miltenyi, Biotech, 
Bergisch Gladbach) = Magnetic activated (jell sorting; Bine Methode zur Aufreinigung von Zellen iib^ an Metall- 
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kUgclchen gebundene Antikdrper, Markierte Zellen bleibcn in der magneuschen Saulenmatrix hangen. [PBS w/o 
CV"*"/Mg^^ (Gibco) mit 5 mM Eihylendinitrilotetraessigsaure (EDTA) und Rinder-Serumalbumin (BSA); pH 7,2 
durch Zugabe von HCi eingestellt). Durch Zugabe von EDTA wird das Klumpen der Zellen verhindert, was wichtig 
fUr die Aufreinigung in der Saule ist. Nun wurden die 2£\lcn mit 50 pi Ziege-anti-Maus-IgG Microbeads unter den 
gleichen Bedingungen inkubiert, anschlieBend mit MACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und in 5 nal MACS-Puf- 
fer resuspendiert. 

c) Anreicherung der CD14-posLtiven Zellen iiber MACS 

Die Anreicherung erfolgie bei 4*C. Die VS + ®Saule wurde in den MACS-Magneten (beides NfiUenyi) eingesettt 
und zunachst mil 5 ml MACS-Puffer gewaschen. Zur Gewinnung einer Einzelzellsuspension wurden die Zdlen 
durch cin ZeUsieb (30 \im Maschenweite; Miltenyi) passiert und aUf die SSule aufgetragen. Die Negativfraktion aus 
unmarkierten Zellen, die magnetisch nicht in der SSulenmaUix fcstgehalben wurden, liefen durch und wurden ver- 
worfen. Die Saule wurde noch zweimal mit jeweils 5 ml MACS-PufiFer gewaschen, urn eine moglichst reine Posi- 
tivfraktion zu erhalten. AnschlieBend wuide die S^ule aus den Magneten genommen und die spezifisch Uber Micro- 
beads in der Matrix festgehaltenen Zellen unter Diuck nu^5 ml Pufferin ein steriles Die erhalte- 

nen ZeUen wurdra in der NeubauerkaSMner ausgezi^ In der Kegel konnten durch diese Methode aus einem 

Buffy-coal 3 - 5 x lO'' CD14-poBitive Zellen (Monozyten) gewonnen werden, mit einer Reinhdt > 90%. Diese Zel- 
len lassen sich vollstandig durch Zytokinzugabe in DZ uniwandeln. 

Beispiel 2: Zellkultur 

Die isolierten CD 14-posi liven ZeUen wurden in 12 ml c-RPMI [(cRPMI: "KPMI 1640" (Gibco. Paisley, Schotdand) 
mit 10% Hitze-inaktiviertera f&talen Kalberserum, 1% LrOlutamin und 1% Penicillin-Streptomycin), alle Bestandteile 
enthalten weniger als 0,025 intemationale Endotoxineinheiten/ml (Richtwert fiir Aqua ad injectabilia)] aufgenommen. 
Um sie zu dendritischen Zellen (DCs) ausreifen zu lassen, wurde ihnen humanes GM-CSF fur die klinische Anwendung 
(Leukomax 400®, Sandoz AG. NUmbcig) in einer KonzenU:ati<Mi von 8000 Einheiten/ml Medium undILr4 (Genzyme, 
Riisselsheim, Charge auf LPS-Gehalt getestet: < 0,001 ng/ml) in einer Konzentration von 500 Einheiten/ml Medium zu- 
gegeben. Dann wurde die ZeUsuspension in einer Six-Well-Platle zu jeweils 2 ml auspipetliert und im Brutschrank bei 
31°C und 5% CO2 kuldviert Am vierten Tag wurden nochmals 2 ml/well c-RPMI mit GM-CSF und IL-4 dazugegeben. 



Beispiel 3: Hyaluronsaurepraparationen 

a) Praktionierung von Hyaluronsaure und Auftrennung der Fragmente 

Aufgereinigte Hyaluronsaure (HA) aus Hahnenkammen (Healori®; Riarmacia, flir den klinischea Einsatz bestimmt, 
Endotoxin-Gdialt > 0,001 ng/mg) wurde zunachst mit einem Ultraschallgerat (Branson Sonifira:) fur 2 min. in gro- 
Bere Bruchstucke gespalten- Um diese BruchstQcke weitCT zu zerkleinem, wurde ihnen Hyaluronidase CVyp 1 aus 
Rinderhoden; Sigma) zugesetzt. Die Reaktionslosung wurde mit Natriumacetat auf pH 5 eingestellt, bei 37°C fUr 12 
Std. inkubiert und anschlieBend durch Erhitzen auf 90*'C inaktiviert Die erhaltenen Fragmente wurden nun nach ih- 
rer GroBe aufgetrennt Dazu wurden sie in einer 1,5 m langen Glassaule auf ein Polyacrylamidgel (Bio-Gel P-10, 
Bio-Rad, MQnchen) geschichtet. Als SpttlflOssigkeit diente Aqua bidestillata, unter der Saule nahm ein Fraktions- 
sammler (Pharmacia) alle 20 min. die Fraktionen auf. Die Rohrchen wurden v^chlossen, kiihl und lichlgeschtitzt 
gelagert. 

b) Detektion der GroBe der Hyaluronsaurefragmente 

1. gr5fiere Bruckstdcke nach Ultraschallzerkleinerung 

Sonifizierte HA wurde in einem 5%igen Agarosegelmittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Polysaccharid- 
banden wurden im Gel durch Farbung mit Stains-all (3,3'-Diethyl-9-methyl-4,5,4',5 -dibenzothiacarbo-cyanin; 
Sigma) sichtbar gemacht Die so erhaltenen Fragmente haben eine GroSe von 10.000 bis 50.000 kDa. 

2. kleine Fragmente nach zusatzlicher Hyaluronidaseverdauung 
ANTS-Markierung: 

Zunachst muBten die einzelnen Proben mil dem Fluorophor ANTS maridert werden [ANTS-Lasung: 0,15 M 
8-Aniinonaphtalen-l,3,6-Trisulfons^ure Dinalriumsalz in Essigsaure/Wasser (3/17, v/v), durch langsames Er- 
hitzen auf 60**C gelost]. ANTS markicrt jedes Zuckermolekiil am KeUenende. Die kleinen Fragmente wurden 
ebenfalls mitiels Gelelekirophorese unter Verwendung eines 30 Acrylamidgels aufgeuennt. Das Gel konnte 
nun unter UV-Licht (ANTS-FarbstofiF) sichtbar gemacht und photographisch d^mentiert wej^en „ _ 

c) Quantitative Besdmnmng^*^^^ und Auftrennung 

— "Es'wurdenvon jedcr Probe 0,1 ml abgcnommcn und im Eisbad mit 0.6 ml F^beldsung (5^ g di-Nalrium-Tetrabo- 
rat in 1 1 konzentrierter Schwefelsaure) gemischt. Nun wurden jeweils 0,02 ml 0,1% Carbazol in Ethanol zugege- 
ben, gemischt und abermals 10 min. lang gekocht. Nach dem Abkflhlen auf Zimmertemperatur konnte die HA-Kon- 
zentration photometrisch bei 520 nm bestimmt werden. Als Leerwert diente Aqua dest., als Standard 0,2 }xM HA/ml 
in Aqua dest 

Beispiel 4: Zellstimulation 

Zur Stimulation wurden den T&U&n am vierten Tag der Kullivierung unterschiedliche HA-Fragmente in einer Konzen- 
tration von 0,025 mg/ml (25 Mg/™1) Medium zugesetzL Als Posilivkontrolle dienten Lipopolysaccharide (LPS) von 
Escherichia coli Serotyp 0177 (Sigma). 
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Beispiel 5 

Urn die vermehrte Expression von Oberfliichenmolekiilen funkdonell darzusLellcn, wurden die DZ vorstimuliert und 
fOr 5 Tage mit aufgereinigten naiven allogenen T-Zellen inkubiert, die ebenfails aus Leukozyteckonzentrat (huffy coats) 
gewonnen wurden (sog. mixed leukocyte reaction, MLR). Je nach stimulatorischer Kapazitat der DZs komint es dabei zu 
inehr oder weniger ausgepr^ter T-Zellprolifcration, die mitteb Einbau von radioakliven •'H-Thymidin bestimmt wurde. 
Es wurden die radioakliven Counts per minute (Cpm) der einzeinen Proben dargeslellt, die direkt mit der staltgefundenen 
T-Zellproliferation korrelieren. Man sieht, daB DZ's, die mit kleinen HA-Fragraenlen behandelt wurden, deutlich poten- 
tere APCs siod, vergleichbar mit dem fiir LPS-Stimulation erhaitenen Wert (dargestellt in Tabelle 4B). 

Auch dieses Beispiel belegt, dafi erfindungsgemaB mit kleinen HA-Fragnienten zwischen 2-12 UDP-ZuckermoIekU- 
len eine deutliche Ausreifung von DC erhalten wird, die durchaus vergleichbar isi mit publizierten Daten anderer M^ho- 
den, Eine strenge Abhangigkeil von einem einzeinen Zucker erscheint unwahrscheinlich, jedoch haben grSBere Mole- 
kllle (20-30 UDP-Zucker) offcnsichtlich keinen EinfluB, da die erfindungsgemSB eingesetztra Fraktionen keine Unter- 
-schiede in der-Wirkung zeigea,-auch wenn sie grSBere Fragmente eiitHaliJM ebenfails keinen Eflfekt 

Beispiel 6 
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15 



Inteiessanterweise ist der erfindungsgemaBe E£fektoffensichilich spezifisch Rir DZ's, da mitlnterferon-gamma (IFN)0 
behandelte Monozyten, die zu Makrophagen ausreifen, keine Steigenmg ihrer sdmulatoriscben Kapazitat nach Behand- 
lung mit HA-Fragmenten zeigen (siehe Tabelle 4A). 20 

Ergebnisse: 



1) Auftrennung der edialtenen Fragmente mittels Gelelektrc^orese und ANTES-Farbung. Die erfindungsgem^ 
verwendeten Fragmente weisen eine GroBe von 2 bis hin zu 12-fach-Zuckem auf. Die Konzentrationsmessung er- 
gab Werte von etwa 1 mg/ml gespaltene HA. Eine weitere Aufspaltung dieser Fraktion in einzelne Zucker ist prin- 
zipiell mittels einer HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) moglich. Die Eigebnisse lassen den SchluB zu, 
daB besonders die kleinen Fragmente fUr die Stimulation verantwortlich sind. 

2) HnfluB der DC-Sdmulierung mittels HA-Fragmenten auf die Expression von Oberflachenmarkem. 

Ober die FACS Abbildungen kann die Oberflachendichte verschiedener Rezeptoren mittels Antikorper festgestellt 
werden, Integriert man die FlSche unter den Kurven, erhSlt man die sogenannte MFI (Mean fluorescence intensity). 
Diese Werte sind in der T^elle 1 fiir verschiedene Rezeptoren aufgelistet 



30 



Tabelle 1 




*) unbehandelte unreife DZ's, Tag 4 ^ 
ZurBedeutung der einzeinen, in Tabelle 1 aufgefUhrten Oberflachenmarken 

ICAM-1 ist ein fast ubiquitar vorkommendes InterCelluiares AdhasionsMolekiil. Die Ergebnisse zeigen eine leichte 
Aufregulation, wie sie bei verschiedensten Arten der 2^11aktivierung beobachlet wird. CD la ist ein Marker fOr dendiiti- 
scbe und LangerhanszcUen der Haut; wahrend Monozyten ausschlieBlich CD 14 exprimicrcn, kommt es im Laufe der 65 
Ausreifung immer mehr zum Veriust von CD 14 und Expression von CD la. LPS, HA-Fragmente und MCM-Medium 
drangen diesen ProzeB wieder leicht zurtick, fiinktionelle Konsequenzen dieser Reguladon sind aber nicht bekarmt. 
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TabeUe2: 




*) unbehandelte unreife DZ's, Tag 4 



Tabelle 2 zeigt die Stimulierung anderer Oberflachenmarker (CD44s, CD83 und CD115). Weitercs Anzeichen derDZ- 
30 Ausreifung sind eine Herunterregulation von CD 115 (dem G-CSF Rezeptor) sowie eine Aufregulation von CD83, eine 
funktionelle Relevanz dieser Verandeningen ist noch nicbt bekannt. In der Tabelle 2 ist deutlich zu sehen. daB die Krite- 
rien der DZ-Ausreifung durch Stimulation mit Ideinen HA-Fragmenten voU erfuUt werden. 

CD44 ist Bin AdhasionsmolekUl, eine beschriebene Funkrion ist die Bindung von HA. 



35 



Tabelle 3 
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*) unbehandelte unreife DZ's, Tag 4 

60 

Tabelle 3 zeigt die Expression von weiteren Oberflachenmarkem. 

Neben den Reifungsmarkem sind hier Faktoren dargestellt, die fOr die Funktion der Antigen-Presentation, d. h. der 
Stimulation von T-Lymphozyten eine entscheidende RoUe spielen. Hierzu zShlen das MHC Klasse n Moiekul HLA-DR 
sowie die beiden kostimulatorischen Faktoren B7-1 und B7-2. Ohne die Aufregulation dieser Faktoren ist auch ein Ein- 
65 satz der DZ in den oben beschriebenea Anwendungcn nicht sinnvoll. ErfindungsgeniaB wurde eine deutliche Aufregula- 
tion alter Faktoren nach Behandlung mit HA-Fragmenten gefunden, vergleichbar mit der raaximalen Stimulation nach 
LPS-Oabe. 
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TabeUe4 



3) GM-CSF and IL-4 




LP S 
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20 



25 

Frag. 45: In der Gelelektrophorese kein Nachweis von kleinen 

HA-Fragxnenten, im Uronsaure-Assay weniger als 0^001 mg HA 

= Negativfraktion zum Ausschlu-B einer Wirkung von 30 

S^ulenbestandteilen . 

Frag. 17: In der Gelelektrophorese liegen die grofiten nach- 35 
weisbaren Banden bei ca. 16-fach Zuckern, stark vertreten 
sind Zucker bis zu einer Grofie von 6-£ach Zucker. 
Urons Mure-As say; 1 mg/ml, 40 



Frag. 14: Gelelektrophorese: bis ca. 2 2-fach Zucker, starke 
Banden bis 10-fach Zucker, UronsSure-Assay : 1 mg/ml. 



45 



. PatentansprUche 

1. Verfahren zur Anreicherung von dendritischen Zellen, das folgende Schritte urafaBt: so 

a) aus Blut werden mononuclcare Zellen gewonnen, 

b) Zellen, die den Oberflachenmarker CD 14 aufweisen, werden angereichert, 

c) die den Oberflachenmaiker CE)1 4 aufweisenden ZeUe nwerdeiLin einjm.M 

kine GM^SFWd ILh4 Tjeinhaltet, imd 

d) die in Schritt c) erhaltenen Zellen werden mit Hyaluronsaurefragmenten kuUiviert, um die irreversible Aus- 55 
reifuDg der Zellen zu dendritischen Zellen zu veranlassen. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet* daB die mononuclearen 2^Uen aus Blut mit Hilfe eines 
Dichtegradienten, insbesondere eines Ficoll-Dichtegradienten aus einem Leukozytenkonzentrat gewonnen werden. 

3. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die den Oberflachenmarker CD 14 
aufweisenden Zellen mit Hilfe wenigstens eines gegen den Oberflachenmarker CD14 gerichteten Antikorper ange- 60 
reichert werden. 

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die den Oberflachenraarker CD14 
aufweisenden Zellen in einem Medium kuLtiviert werden, das GM-CSF in einer KonzenU-adon von 5000 bis 
10000 U/ml und in einer Konzentralion von 100 bis lOOOU/ml aufweisL 

5. Verfahren nach einem dear Anspriiche 1 bis 4» dadurch gekennzeichnet, daB die Zellen in Schritt d) rait Hyaluron- 65 
saurefragmenten kuldviert werden, die 1 bis 50 Grundbausteine der Hyaluronsaure aufweisen, wobei der Grund- 
baustein ein Aminodisaccharid aus D-Glucuronsaure und N-Acetyl-D-glucosamin in Bl-3-glykosidischerBind\ing 

isL 
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6. Verfahren nach Anspnich 5, dadurch gekcnnzedchaet, daB die HyaluroTisaurefragmenle jeweils 1 bis 10 Amino- 
disaccharide aufweisen. 

7, Verfahren nach einem der Ansprtlche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daB die den Oberfl^chenmarker CD 14 
aufweisenden Zellen zwischen 72 Stunden und 7 Thgen in eineni Medium kultiviert werden, das GM-CSF und IL-4 

5 enthaiL 

8, Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, da6 die Zellen in Schritt d) fUr 
wenigstens 48 Stunden mit Hyaluronsaurefragmenten kultiviert werden. 

9. Verwendung von niedermolekularen HyaluKMisaurefragmenien fUr die Anreicherung von dendritischen Zellen. 

10 
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